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1 

Verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgerinntingsstatus 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur indirekten 
Beatimmung des Blutgerinnungsstatus. 

Die Bestimmung des Blutgerinnungsstatus karm indirekt durch 
Ermittlung der Pirothrombinkonzentration in menschlichen 
Korperflussigkeiten erfolgen. Bel Prochronibin handelt es sich 
urn ein Protein, welches vorwiegend im Plasma des menschlichen 
Bluts vorkomrat. Dieses Protein ist durch eine Vitamin-K 
abhanige y- Carboxylase modif izierbar . Prothrombin iet 
mitverantwortlich f^lr die Blutgerinnung . Ba wandelt 16slich€S 
Fibrinogen in uniosliches Fibrin um. 

Die durch Prothrombin induzierte Umwandlung des Fibrinogens 
erfolgt nur dann, wenn Prothrombin in naturlicher 
carboxylierter Form vorliegt. Die Carboxylierung erfolgt in 
der Leber durch eine Carboxylase unter Bindung des Co-Faktors 
Vitamin K. Die Aktivitat der Carboxylase ist von der 
Konzentration an Vitamin K abhangig. Wenn die Vitamin-K- 
Bindungsstrelle der Carboxylase blockiert wird, ist sie nicht 
aktiv. Es entsteht dann eine abnormale nicht carboxylierte 
Form des Prothrombins, welche nicht gerinnungsakt^v ist. Die 
Wirkung oral verabreichter Anticoagulantlen beruht auf der 
25 Wirkung der Blockierung der Vitamin K Bindungsstellen der 
Carboxylase . 

Beim geeunden Menschen liegt das Prothrombin in natOrlicher, 
d.h. carboxylierter. Form vor. Die Carboxylierung wird durch 
50 Vitamin-K als Co-Faktor bewirkt. Bei kranken Menschen, 
inebesondere bei Menschen mit Leber schaden, oder bei Zugabe 
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von 

abnormal en Porcn vor 



Das carboxylierte Prothrombin bewirkt eine Gerinnung nur 
dann, wenn zuvor Ca = *-Ionen gebunden werden. Nur dann ist das 
carboxylierte Prothrombin in der Lage. an— di-e-Membranen-der- 
Blutpiattchen zu binden und eine Gerinnung zu bewirJcen. NUr 
die carboxylierte Form des Prothrombins kann Calcium binden. 
Somit last der Gehalt an carboxyliertem Prothrombin auf den 
Blutgerinnungsstatua schlieSen. 



Aus der US 4,769,320 ist ein Verfahren bekannt, bei dem die 
Ermittlung des Gehalt s an carboxyliertem Prothrombin unter 
Verwendung spezifischer Antik6rper fur Prothrombin mittels 
15 Immunoassay erf olgt. 

Aus der US 5,352,712 ist ein monoklonaler Antik6rper bekannt, 
der spezifisch fiir nicht-carboxyliertes Prothrorrtoin ist. 
Unter Verwendung dieses Ancikorpers ISfit sich mittels 
20 immunoassay die Konzentration an nicht- carboxyliertem 
Prothrombin ermitteln. Auch damit ist eine Aussage uber den 
Blutgerinnungsstatus mSglich. 

Nach dem Stand der Technik tritt das Problem auf, daS das zu 
25 analysierende Probenmaterial nicht immer unmittelbar nach der 
Entnahme der Probe analysiert wird- Durch die Versendung des 
Probenmaterial s vergehen mitunter 1 bis 2 Tage. Die meisten 
der an der Blutgerinnimg beteiligten Faktoren sind hoch 
empfindlich und schnell inaktiv. Es wird w&hrend dieser 2eit 
30 wird u.a. sowohl carboxyliertes als auch nicht-carboxyliertes 
Prothrombin in der Probe abgebauc . Biner Verf&lschung der 
Ergebnisse des Blutgerinnungsstatus ist die Folge. 
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Aufgabe der Erfindung ist es. die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere die 
Genauigkeit der Ermittlung des Blutgerinnungsstatus mittels 
der Besticrrmung des Prothrombingehalts erh6ht werden. 



Dieae Aufgabe wird durch die Merkmale d^r"iGispraW^^ 
gelost. Zweckm^Sige Ausgeetaltungen der Erfindung ergeben 
aich aus den Merkaialen der Anspr^iche 3 bis 15, 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur indirekten 
Bestitnmung des Blutgerinnungsstatus tnit folgenden Schritten 
vorgesehen: 

a) Entnahme von Kdrperf lussigkeit , die ein durch eine 
Vitamin-K abhSngige y-Carboxylase raodif izierbares Protein 
enthait, 

bl) Ermittlung einer ersten Konzentration an carboxyliertem 
PxuLt!j.n uncei- Vearwendung cinc:5 ersten Antikdrpeirs und 
Ermittlung einer zweiten Konzentration an 

decarboxyliertem Protein \inter Verwendung eines zweiten 
Antikorpers, 

c) Bildung eines ersten Quotienten aus erster und zweiter 
25 Konzentration und 

d) Korrelation des Quotienten mit dem Blutgerinnungsstatus. 

. Nach einer weiteren Variante ist ein Verfahren zur indirekten 
30 Bestimmung des Blutgerinnimgs status mit folgenden Schritten 
vorgesehen: 
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a) Entnahme von Kdrperf lussigkeit , die ein durch eine 
Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modifizierbares 
Protein enth&lc, 

5 b2) Ermittlung einer Gesamtkonzentration an caxboxyliertem 




to 



15 



und decarboxyliertem Protein unter Verwendung eines 
dritten Antik6rpers und Ermittlung einer zweiten 
Konzentration an decarboxyliertem Protein unter 
verwendung eines zweiten Antikorpers, 

cl) Errechnung einer ersten Konzentration an carboxyliemern 
Protein gem^S folgender Beziehung: 

C3 - C2 = Cl 

und Bildung eines ersten Quotienten aus erster und 
zweiter Konzentration 

Oder 

c2) Bildung eines 2weiten Quotienten aus dritter "und erster 
Konzentration und 

d) Korrelation des ersten bzw, zweiten Quotienten mit dem 
25 Blutgerinnungsstatus . 

Unter einem durch eine Vitamin-K abh&ngige y-Carboxylase 
modif izierbaren Protein wird ein Protein verstanden, das in 
Abhangigkeit des Blutgerinnungsstanus anteilig sowohl 
30 caboxylierter als auch in decarboxylierter Form vorliegen 
kann. 
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Mit den erfindungsgemSSen Verfahren ist es mftglich, auf der 
Basis des Gehalta an modif izierbarem Protein den 
Blucgerinnungsstatue genau 2U ermicceln. Die B«Li:«chtunc,- 
sowohl des Gehalts an carboxyliertetn Procein als auch dea 
Gehalts an decarboxyliertem Protein und das inbeziehungsetzen 
der beiden vorgenannten Proteingehalce werden renxer b-e-jr-deTr- 
Bestimtnung des Blutgerinnungsstatus minimiert . 

Bei der K6rperf liissigkeic Jcann es sich zweckm&fiigarweise um 
plaama, Blufc. Speichel, Uirin oder dgl . handeln. CJftftignet aind 
grundsatalich all© K&rperf KisaioJceiten , "in der das 
modifizierbare Protein in einem Gehalt enthalten ist, der 
eine Messung errnoglicht . 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal der Erflndung erfolgt die 
Bestimmung der ersten, zweiten und/oder dritten Konzentracion 
mittels eines enzym- oder f luoreszenz-immunologischen 
verfahrens. Dabei kann als enzym- immunologisches Verfahren 
ElilSA Oder Strip-Assay verwendet werden. 



Es ist aber auch mSglich, dafi die erste. zweite und/oder 
dritce- Konzentration und/oder der erste bzw. zweite Quotient 
mittels einer Farbreaktion oder Fluoreszenadetektion 
ermittelt wird. Damit ist eine besonders schnelle und 
25 einfache Ermittlung des Blutgerinnungsstatus tnogllch. 

Bei dem ein durch eine Vitamin- K abhSngige y-Carboxylase 
modlflzierbaren Protein handelt es sich vorzugsweise um 
Prothrombin, Nephrocalcin oder Osteocalcin. Es ist auch 
30 denJdbar zur Bestimmung des Blutgerinnungsstatus andere 
Proteine benutzen, die von einer Vitamin-K abhangigen 
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Carboxylase carboxyliert werden und ebenfalls tnittels oral 
verabreichbarer Anticoagulant! en beeinfluSbar sind. 
Nephrocalcin ist z.B. im Urin nachweifibar, Es muS bei 
Benutzung dieses Proteins kein Blut entnommen werden. Das 
bedeutet fur Patienten. deren Blutgerinnungsstatus laufend 
"^Q^erwacht"1(^er^^ 

Hs isc ferner ein Kit zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
verfahrens vorgesehen, wobei zur enzym-iinmunologischen 
Bestimmung einer ersten Konzent ration an carboxyliertem 
Protein ein erster Antik6rper enthalten ist. 



Sweckmafiigcrwciae kann suar Baetimmung einer zweir.«=%n 
Konzentration an decarboxyliercem Protein ein zweiter 
15 Antikorper enthalten sein. 

Es kann sich beim ersten und zweiten Antikorper um nach dem 
Stand der Technik bekannte Antik6rper handeln. Seiche 
Antik6rper sind z-B- aue der US 5,252,712 und US 4,769,320 
20 bekannt, deren Inhale hiermic in die Beschreibung einbezogen 
wird. 



Der Kit kann zweckmaSigerweise zur Bestimmung einer 
Gesamtkonzentration an carboxyliertem und decarboxyliertem 
25 Protein einen dritten Antikfirper enthalten* Auch dabei kann 
es sich um einen nach dem Stand der Technik bekannten 
Antikorper handeln. 

Der erste xind der zweite Antikdrper k6nnen jeweils auf einem 
30 separaten Feld eines Testscreif ens aufgenommen sein. Das 
erm6glicht eine besonders einfache Ermittlung des jeweiligen 
Gehalts z.B. mittels Farbreaktion- 
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Der dritte Antikorper kann auf einem Feld eines weiteren 
Teststreif ens auf genonrmien sein. 

zur Veirvollstandigung des Kits kann jeweils ein zutn ersten 
und zweiten Antikfirper korrespondierendes Anti -Protein -Snzym- 

enthalten aein. Vorteilhaf terweise kann auch ein zum dritten 
Antikorper korrespcndierendes Anti^Protein-Enzym-Konjugat 
Oder ein Anti-Protein- Parbstoff-Konjugat enthalten sein. 

Bel dem Protein luandelt sich vor3ugswcioQ nm Prothrombin, 

Nephrocalein oder Osteocalein. 

Nachfolgend wird das erf indungsgemaSe Verfahren anhand der 
Zeichnung erlS^utert : Es zeigen 

Fig. 1 die Korrelation des Blutgerinnungsstatus mit 
cPT/dcPT, 

20 Fig. 2 die Korrelation des Blutgerinniings status mit 
cdPT/cPT und 

Fig. 3 die Korrelation des Blutgerinnungs status mit dcPT, 

25 In Pig. 1 ist der Quotient ans der Konzentration von 
carboxyliertem und decarboxyliertem Prothrombin uber dem 
Blutgerinnungsstatus INR aufgetragen. Die Konzentration ist 
hier als OD-Wert gemessen, Bei einem ermittelten Quotienten 
von 0,5 ergibt sich ein Blutgerinnungsstatua IKTR von 3,8. 



In Fig. 2 ist der Quotient aus decarboxyliertem mit 
carboxyliertem Prothrombin Ober dem Blutgerinnungsstacus 
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aufgetragen. Es ist ersichtlich, daS der Quotienten hier 
besonders gut mit dem Blutgerinnungsstatus INR korreliert. 
Pig. 3 zeigt die nach dem Stand der Technik bekannte 
Korrelation von dcPT mit dem Blutgerinnungsstatus iNR. Diese 
5 ver&ndert sich mit zunehmendem Alter der Proben. 
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Beispiel_L 

Fur Serienmessungen besonders geeignet: ist der sogenaimten 
Sandwich-ELiISA. 

a) Probenvorbereitung : 

zu deren Durchfahrung werden die Kavit&ten von 
Mikrotiterplatten (z.B. Maxisorb, NUNC) tiber Nacht bei 4^C 
mit je 50/11 Capcure-Antik6rper (10/xg/ml in Carbonat puffer) 
beschichtet. Die Flatten werden 3mal mit PBS gewaschen. Zur 
Abs&ctigung unspezif ischer Bindungsstellen werden die Flatten 
Ih bei zimmertemperatur mit SOfxl 1% BSA in PBS pro Kavic&t 
geblockt. Die Flatten werden dann 3mal mic PBS/0, OS%Tween 20 
gewaschen. 

Anschliel^nd werden die Antigene wie folgt aufgetragen 
(50^1/Kavitat) : 

Kalibrierplasmen, 1:50 verdunnt in PBS/0.1% BSA 
25 Normalplasma. 1:50 verdunnt in PBS/0,1% BSA 

Patientenplasma, 1:50 verdunnt in PBS/0,1* BSA 
Prothrotnbindef izientes Plasma (negative Kontrolle) 



20 



30 



Die Flatten werden Ih bei Zimmertemperatur inkubiert und 
anschliefiend 3mal mit PBS/0, 05%Tween 20 gewaechen. Es werden 
50/zl/Kavitat Kaninchen anti Geeamt -Prothrombin (10/xg/ml) 
zufQgt. Dann werden die Flatten Ih bei zimmertemperatur 
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inkubiert und anschlielSend 3mal mit PBS/0 . 05%Tween 20 
gewaschen. Es warden SO/xl/Kavicat 2iege anti Kaninchen 
Antikorper, Biotin-konjugiert . (Dianova, 1:20000 in PBS/0,1% 
BSA) zuf^gt. Die flatten warden Ih bei Zimmertemperatur 
inkubiert und dann 3mal mit PBS/0 , 05%Tween 20 gewaschen. 




Es werden SOAtl/KavitSt streptavidin-Peroxydase-Konjugat 
(Roche Diagnostics, 1:1000 in Konjugatpuf f er) zufiigt. Die 
Placten werden Ih bei Zitncnerteinperatiur inkubiert und 
10 anschlielSend Stnal mit PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. 

Dann werden SO^l/Kavitat ABTS-L63ung (Roche Diagnostics, 

img/ml) zufugt, und die Platten werden - Ih bei 

ZicnmerteTtiperatur inkubiert. Schliefilich werden die Platten im 
15 EIiISA-Reader gemessen. 

b) Auswertunq; 
Es werden 

aa) die Absorbtionswerce (OD) des Gesamtprothrombins 
20 (Kavit&ten mit anti Gesamt- Prothrombin mAK beschichtet) , 

bb) der OD von Deecairboscy- Pro thrombin (Kavit&ten mit anti- 
Descarboxy- Prothrombin mAK) und 

cc) der OD von carboxylierten Prothrombin (OD Gesamt -PT - OD 
Deacarboxy- PT) 
25 bestimmt. 

Dann werden Sichkuxpven aus den gemessenen OD-Werten (siehe 
Fig. 1-3: Punkte A,B,C und D) der Kalibrierplasmen erstellt 
und der INR der Patientenplasmen berechnet. 

30 
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Pat en t an sprQc he 

1. Verfahren zur indirekten Bestinunung des 

Blutgerinnungastacus mit folgenden Schritten: 



^) feittna hme von K6rpe^fibasgigke-l^tr-«M-e^e4L-n^durch-e.ine_ 

Vitamin-K abh&ngige y-Carboxylase modif izierbares Protein 
enthalt, 

10 bl) Erraittlung einer eraten Konzentration (CI) an 

carboxyliertem Protein unter Verwendung eines ersten 
Antikorpera (Al) und Brtuittlung einer zweiten 
Konzentration {C2) an decarboxyliertem Protein unter 
Verwendung einee zweiten Antikdrpera (A2) , 

15 

c) Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster 
(CI) und zweiter Konzentration (C2) und 

d) Korrelation dea Quotienten (Q) mit dem 
20 Blutgerinnungsstatus . 

2. Verfahren zur indirekten Bestimmung des 

Blutgerinnungsstatus mit folgenden Schritten: 

25 a) Entnahme von K6rperf liisaigkeit , die ein durch eine 

Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modif izierbares Protein 
enth&lt , 

b2) Ermittlung einer Gesamtkonzentration (C3) an 
30 carboxyliertem und decarboxyliertem Protein xanter 

Verwendung eines dritten Antik6rpers (A3) und Ermittlung 
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einer aweiten Konzentration (C2) an decarboxylierte 
Protein unter Verwendung eines zweiten Antikorpers (A2) , 

cl) Errechnung einer ersten Konzentrarion (CI) s 
carboxyliertem Protein gemalS folgender Beziehung: 




C3 - C2 = Cl 



und Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster (Cl) 
10 und zweiter Konzentration (C2) 

Oder 

c2> Bildung eines zweiten Quotienten (Q2) aus dricter 
15 (C3) und erster Konzentration (Cl) und 




d) Korrelation des ersten bzw. zweiten Quotienten (Ql, 
Q2) mit dem Blutgerinnungsstacus . 

20 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
Korperf lussigkeit Plasma, Blut, Speichel, Urin oder dgl . 
ist . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
25 die Bestimmung der ersten (Cl) , zweiten (C2) und/oder 

dritten Konzentration (C3) tnittels eines enzym- oder 
f luoreszenz-immunologischen Verfahrens erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
30 als enzym- itnmunologisches Verfahren ELISA oder Strip- 
Assay verwendet wird. 
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6. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspnilche, wobei 
die erece (CI), zweite (C2) und/oder dritte Konzentration 
(C3) und/oder der erste bzw. zweite Quotient (Ql, Q2) 
mittels einer Farbreaktion Oder Fluoreszenzdetektion 

ermittelt wird. 



7, 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das durch eine Vitamin-K abhangige y-Carboxylase 
modifizierbare Protein Prothrombin, Nephrocalcin oder 
10 Osteocalcin ist. 



8 . 



Kit zur Durchfahrung des Verfahrens nach einem der 
vorhergehenden AnsprGche, wobei zur enzym-itnmunologischen 
Bestimmung einer ersten Konzentration (CI) der 
15 earboxylierten Form des Proteins ein erater Antikftrper 

(Al) enthalten ist. 

9. Kit nach Anspruch 8, wobei zur Bestimmung einer zweiten 
Konzentration (C2) der decarboxylierten Form des Proteins 

20 ein zweiter Antik6rper (A2) enthalten ist. 

10. Kit nach einem der AnsprGche 8 oder 9, wobei zur 
Bestimmung einer Gesamtkonzentration (C3) an 
carboxyliertem und decarboxyliertem Protein ein dritter 

25 Antikdrper (A3) enthalten ist. 

11. Kit nach einem der Anapruche 8 bis 10, wobei der erste 
(11) und der zweite Ancikorper (12) jeweils auf einem 
separaten Feld eines Teststreifen aufgenomrnen sind. 

30 
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12. Kit nach einem der Anspruche 8 bis 11, wobei der dritte 
Antikdrper (A3) auf einem Peld eines weiteren 
Teststreif ens aufgenommen ist. 

13. Kit nach einem der AnsprQche 8 bis 12, wobei jeweils ein 
— ersten (Al) ^iHd zweiten JSntTlcSrsre^: ^*^>~ 
korrespondierendes Anti-Protein-Enaym-Konjugat oder ein 
Anti-Protein-Fluoreszenz-Farbstoff-Konjugat enthalten 

ist- 

14. Kit nach einem der Anspruche 8 bis 13, wobei ein zum 
dritten Antik6rper (A3) korrespondierendes Anti -Protein- 
En zym-Konjugat Oder ein Anti-Protein-Pluoresaenz- 
Farbstof f -Konjugac enthalten ist. 

15. Kit nach einem der Anspruche 8 bis 15. wobei das Protein 
Prothrombin, Nephrocalcin oder Osteocalcin ist. 




20 
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Zusaxnmenfassun^ 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur indirekten 
Bestitnmung des physiologischen Blutparameters mit folgenden 
5 Schricten; , , 

a) Entnahme von Prothrombin enthaltender Kdrperf Ixissigkeit , 

bl) Ermittlung einer erscen Konzentration an carboxyliertem 
10 • Protein uncer Verwendung eines ersten Antik6rpers und 

Ermittlung einer zweiten Konzentration an 

decarboxyliertera Protein unter Verwendung eines zweiten 
AntikorperS/ 

15 c) Bildung eines erscen Quotiencen aus erster und zweiter 
Konzentration und 

d) Korrelation dea Quotienten mit dem physiologischen Blut- 
parameter. 
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